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Abstract of FR2789696 

Mutagenesis of a nucleic acid fragment (I) comprising cloning (I) into a vector, practically free of 
restriction enzyme (RE) cleavage sites, and circular polymerization-ligation of the vector with an 
oligonucleotide (ON) homologous with the region of (I) to be mutated, is new. ON introduces into (I) at 
least one required mutation and at least one screening mutation causing resistance to RE. 
Independent claims are also included for the following: (1 ) a vector for use in the novel process; (2) ON 
for use in the novel process; and (3) a kit for performing the novel process comprising a vector and 
optionally ON, buffer, heat-stable polymerase and ligase, deoxyribonucleotides and bacteria competent 
for transformation. 
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@) PROCEDE DE MUTAGENESE D'UN FRAGMENT 
POLYMERISATION-LIGATION. 

(§) La presente invention concerne un procede de muta- 
genese d'un fragment d'acide nucleique caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes: (a) le clonage dudit 
fragment dans un vecteur, substantiellement depourvu de 
sites de clivage par les enzymes de restriction, (b) une reac- 
tion de polymerisation-ligation circuiaire du vecteur obtenu 
a I'etape (a) en presence d'un ou plusieurs oligonucleotides 
substantiellement homologues a une region du fragment 
d'acide nucleique ct muter, et permettant d'introduire les mu- 
tations suivantes au niveau du fragment d'acide nucleique a 
muter: (i) la ou les mutations recherchees, et (ii) au moins 
une mutation de criblage induisant la resistance du vecteur 
contenant le fragment d'acide nucleique mute a une ou plu- 
sieurs enzymes de restriction pour son criblage. 
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PR0CED6 DE MUTAGENESE D'UN FRAGMENT D'ACIDE 
NUCL^IQUE PAR CLONAGE ET POLYMERISATION-LIGATION. 

5 La presente invention concerne le domaine de la 

biologie moleculaire et se rapporte plus precis<§ment a la 
mutagenese dirig^e de fragments d'ADN. 

La mutagenese dirigee de fragments d'ADN est un 
domaine en pleine expansion, qui permet d'etudier de fagon 

10 tres precise 1 ' implication de chacun des residus d'une 

prot£ine dans la ou les activites de celle-ci. En effet, en 
mutant successivement plusieurs residus du fragments d'ADN 
qui pourra etre transcrit en proteine, et en mesurant 
l'effet de chacune de ces mutations sur les activites de 

15 celle-ci, il est possible identifier les residus 

intervenant dans chacune de ces activites. 

Un autre champ d' application de la mutagenese 
dirigee est celui de 1 ' optimisation codonique, qui consiste 
a effectuer des mutations silencieuses , c'est a dire 

20 n'affectant pas la sequence en acides amines de la proteine 

traduite ci partir de cet ADN, mais permettant son 
expression dans de meilleures conditions dans un ou 
plusieurs hotes d' expression. Ainsi, par exemple, les 
cellules de drosophiles, classiquement employees dans le 

25 cadre de 1 'expression de transgenes, n'utilisent pas 

pref erentiellement les memes codons que les souches 
bacteriennes pour traduire les ARNm en prolines. De meme 
il est possible d'observer des differences dans 
1 ' utilisation des codons entre differentes souches 

30 bacteriennes. 

Differentes techniques de mutagenese ont ete 
d<§crites. La premiere utilisait le phage M13 sous ses 
differentes formes simple ou double brin (Higuchi, R et al, 
35 Nucleic Acid Research, 1988, Vol. 16, pages 7351 k 7367). 



Cette technique, pour des raisons d' ef f icacite, a ensuite 
ete remplacee par diverses technique utilisant la PCR, 
comme notamment celle des PCR chevauchantes (Ho, SN et al, 
Gene 1989, Vol. 77, pages 51 a 59). Cette derniere 
technique necessite deux amplifications successives du 
fragment d'ADN a muter, separees entre elles par des etapes 
de purification sur gel. Cette technique est done devenue 
obsolete, en raison d'une part du trop grand nombre de 
cycles necessaires (2x25 le plus souvent), qui constitue un 
facteur de mutations aleatoires dues au erreurs de copie 
des polymerases thermostables , et d' autre part au caractere 
toujours fastidieux de ladite technique car chaque 
mutations necessite plusieurs jours de travail. 

Recemment, differentes techniques faisant 
intervenir des reaction de polymerisation couplees a des 
reactions de ligation ont permis d'aboutir a des systemes 
de mutagen^se plus efficaces, bien qu' encore imparfaits. 

Ainsi, il a tout d'abord ete propose une 
m£thode comprenant 1 ' integration d'un oligonucleotide mute 
lors d'une reaction de polymeration-ligation en chaine 
(Scott F. Michael, BioTechniques , 1994, Vol. 16, pages 410 
a 412). Le produit obtenu, bien que contenant dans 
certains cas 1 ' oligonucleotide mute, doit cependant etre 
purifie sur gel et sous-clone dans un vecteur pour pouvoir 
etre utilisable, ce qui n' allege que peu le caractere 
fastidieux de la technique de mutagen&se initiale. 

Une technique de reaction circulaire de 
polymerisation-ligation en chaine a egalement £te 
envisagee. Cette technique permet 1 ' integration de 
mutations lors de ladite reaction. Toutefois, cette 
technique ne pr^voit pas de moyens de criblage pour les 
mutations n'affectant pas un site de restriction 
particulier (Chen Z, Nucleic Acid research, 1998, Vol. 26, 
pages 1126 et 1127), ce qui constituent la majorite des 
cas . 
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Enfin, une technique de replication d'une 
molecule d'ADN' circulaire permettant 1 ' integration 
d' oligonucleotides marques a ete commercialisee en 1998 par 
la societe Promega (Systeme GeneEditor, catalogue 1999, 
5 chapitre 8, page 14). Ce systeme est base sur 1 ' utilisation 

d'une polymerase et d'une ligase thermosensible, ce qui ne 
rend possible qu'une seule replication. Un procede de 
double transformations dans des souches bacteriennes 
particulieres est ensuite utilise pour recuperer les 

10 molecules d'ADN ayant integre 1 ' oligonucleotide mute, puis 

celles-ci sont selectionnees sur un critere de modification 
de leur resistance a des antibiot iques , une seconde 
mutation affectant le gene de resistance aux antibiotiques 
du plasmide 6tant theoriquement associee a la mutation 

15 recherchee. Si cette technique allege le travail n^cessaire 

a l'obtention d'une mutation d'un fragment d'ADN, certains 
points restent problemat iques , comme la necessite 
fastidieuse d'op£rer deux transformations successives des 
molecules d'ADN a muter, 1 ' impossibili te d'effectuer 

20 simultanement plusieurs mutations, ou encore comme la 

limitation actuelle du systeme aux vecteurs contenant un | 
gene de resistance a 1 ' ampicilline uniquement . 

La presente invention se rapporte a une 
25 technique de mutagenese dirigee ne presentant pas les 

inconvenients ci-dessus. Notamment, le procede de ( 
1' invention est plus rapide et permet de s'affranchir 
d'etapes de purification sur gel ou de doubles 
transformations dans des souches bacteriennes 

30 particulieres. 

Ce but est atteint selon 1' invention gr&ce & 

i 

procede de mutagenese d'un fragment d'acide nucleique, 
comme un fragment d'ADN, fonde sur les etapes suivantes : 



a) le clonage dudit fragment dans un vecteur, 
comme un plasmide, substantiellement depourvu de sites de 
clivage par les enzymes de restriction, 

b) une reaction de polymer isat ion-ligat ion 
circulaire du vecteur obtenu a l'etape (a) en presence d'un 
ou plusieurs oligonucleotides substantiellement homologues 
a une region du fragment d'acide nucleique a muter, et 
permettant d'introduire les mutations suivantes au niveau 
du fragment d'acide nucleique a muter : (i) la ou les 
mutations recherchees et (ii) au moins une mutation 
induisant la resistance du vecteur contenant le fragment 
d'acide nucleique mute a une ou plusieurs enzymes de 
restriction pour le criblage desdits vecteurs, cette 
seconde mutation sera aussi designee ci-apres "mutation 
silencieuse de criblage". 

Selon une forme de mise en oeuvre preferee du 
precede de 1' invention, on utilise un seul oligonucleotide 
portant les mutations suivantes : 

- au moins une mutation recherchee, 

- la mutation silencieuse de criblage. 

Cette forme de mise en oeuvre correspond au cas 
le plus frequent ou la mutation recherchee est voisine, 
e'est k dire distante de moins de 80 bases, d'un site de 
restriction unique, e'est-a-dire present une seule fois sur 
1' ensemble constitue du fragment et du vecteur. Dans le cas 
ou l'on souhaite introduire plusieurs mutations 
recherchees, et si les sites a muter sont proches, on peut 
utiliser un oligonucleotide qui contient une mutation 
silencieuse de criblage, et plusieurs mutations recherchees 
simultanement. Dans ce cas, il est aussi possible 
d'utiliser simultanement une s6rie d' oligonucleotides 
jointifs, comportant chacun la ou les mutations desirees 
et/ou une ou plusieurs mutations silencieuses de criblage. 



Selon une seconde forme de mise en oeuvre du 
procede de 1* invention, on utilise deux oligonucleotides 
I'un portant la ou les mutations recherchees et 1' autre la 
ou les mutations silencieuses de criblage. Cette forme de 
mise en oeuvre correspond a un cas peu frequent ou la 
mutation a effectuer n'est pas situee h proximite d'un site 
unique de restriction. Ces deux oligonucleotides, 
compl^mentaires de brins opposes, peuvent induire 
1' amplification du fragment d'ADN dont ils sont les bornes . 
La position d' hybridation de 1 ' oligonucleotide contenant la 
mutation de criblage se situe pref erentiellement au niveau 
d'un des sites uniques du fragment d'ADN insere, mais peut 
egalement se situer au niveau d'un site unique encore 
present sur le vecteur. Dans le cas ou on souhaite obtenir 
simultanement plusieurs mutations recherchees trop 
eloignees pour pouvoir etre contenues sur un seul 
oligonucleotide, on synthetise plusieurs oligonucleotides, 
chacun d'eux portant deux mutation : la premiere d'entre 
elles etant la mutation recherchee, la seconde etant la 
mutation silencieuse de criblage permettant de detruire un 
site enzymatique unique situe a proximite. 

Le procede de 1* invention vise tout 
particuli&rement le cas de 1 ' introduction dans le fragment 
d'acide nucleique d'une seule mutation qui est voisine, 
c'est a dire distante de moins de 80 bases, d'un site de 
restriction unique. Toutefois, les caracteris tiques du 
procede de 1' invention decrites ci-apres visent egalement 
la mutagenese d'un fragment d'acide nucleique consistant a 
introduire plusieurs mutations recherchees, et mettant en 
oeuvre un ou plusieurs oligonucleotides conformement aux 
deux modes de mise en oeuvre indiquees ci-dessus. 

Le procede est remarquable en ce que 
1 9 oligonucleotide utilise pour l'etape (b) est 
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substantiellement homologue a une region du fragment 
d'acide nucleique a muter tout en permettant d'introduire 
deux mutations : 

(i) une premiere mutation qui est la mutation 

5 recherchee, 

(ii) une seconde mutation silencieuse de 
criblage qui detruit un site de restriction unique present 
sur le fragment d'ADN a muter et qui se situe a proximite 
du site de la premiere mutation, utile pour cribler les 

10 vecteurs ayant integre ledit oligonucleotide et done le 

fragment d'acide nucleique mut6. 

L ' oligonucleotide est phosphoryle a son 

extremite 5 ' . 

On entend par substantiellement homologue, le 

15 fait que la sequence de 1 ' oligonucleotide est suffisament 

complementaire d'une region du fragment d'acide nucleique 
pour permettre leur hybridation dans des conditions de 
stringence moyenne mais contient au moins les deux 
mutations indiquees ci-dessus. 

20 De m§me, on entend par vecteur 

substantiellement depourvu de sites de clivage par les 
enzymes de restriction, tout vecteur ne comportant aucun 
site de restriction hexanucleotidique ou un nombre reduit 
de tels sites, plus particulierement , 1' invention envisage 

25 un vecteur ne comprenant pas de site hexanucleotidique 

reconnu par plus de 50. enzymes de restriction disponibles 
dans le commerce (catalogue New England Bioloabs Inc., 
1999, chapitre 18) . 

30 Plus particulierement, le procede de 

1* invention comprend apres les etapes (a) et (b) , les 
etapes suivants : 

c) la digestion du produit de la reaction de 
polymerisation-ligation en chaine par une ou plusieurs 

35 enzyme de restriction correspondant a chaque mutation 



silencieuse de criblage, c'est-a-dire 1' enzyme _de 
restriction dont le site est perdu lorsque 
1' oligonucleotide est integre dans le vecteur ayant integre 
le fragment d'acide nucleique nucleique a muter. 

d) La transformation des produits de la 
digestion de l'etape (c) dans des bacteries competentes, et 
le criblage desdites bacteries avec 1' agent de selection 
correspondant a un gene de resistance present sur le 
vecteur. 

e) La verification par toutes methodes connues 
de l'homme du metier que des bacteries possedent la 
mutation introduite dans le fragment d'acide nucleique. De 
preference, cette verification est effectuee par 
minipreparation d'ADN plasmidique, par PCR sur colonies ou 
par sequengage. 

Une representation schematique du procede de 
1' invention est donnee a la figure 1. Le procede de 
1* invention est remarquable en ce que le pourcentage de 
molecules d'ADN ayant ef f ectivement integre la mutation 
recherchee, ainsi que la mutation servant au criblage, 
passe d'une fraction inf^rieure a 1/1000 avant le premier 
criblage de l'etape (c) , a une fraction comprise entre 1/20 
et 1/2 apres. 

Une forme detaillee de mise en oeuvre du procede 
de 1' invention comprend les etapes suivantes : 

a) On melange : 

- un vecteur substantiellement depourvu de 
sites d' enzymes de restriction contenant le fragment d'ADN 
k muter, 

un oligonucleotide phosphoryle a son 
extremite 5' substantiellement homologue a une region du 
fragment k muter, et comprenant deux mutations, une 
premiere mutation correspondant a la mutation recherchee, 
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et une seconde mutation silencieuse de criblage detruisant 
un site de restriction unique present sur le fragment d'ADN 
a muter a proximite du site de la premiere mutation, utile 
pour cribler les vecteurs ayant integre ledit 
5 oligonucleotide et done le fragment d'acide nucleique mute. 

- une polymerase thermostable, 

- une ligase thermostable 

- un tampon permettant l'activite de la 
polymerase et de la ligase thermostables , 

10 - les quatre desoxy-nucleotides triphosphates. 

un ou plusieurs oligonucleotides 
complementaires du vecteur et servant de relais pour une 
reaction d' amplif ication-ligation 

b) on effectue une reaction de polymerisation 
15 en chaine a l'aide d'un thermocycleur , dont les cycles sont 

constitues de trois paliers de temperatures : 

« 

- la temperature du premier palier est comprise 
entre 90 et 98 °C, et correspond a l'etape de denaturation 
de l'ADN, 

-20 - la temperature du second palier est comprise 

entre 40 et 72 °C, de preference 50 a 60 °C, et correspond 
a l'etape de liaison des oligonucleotides sur la matrice 
d'ADN que constitue le vecteur. 

- la temperature de la troisieme etape est 
25 comprise entre 65 et 75°C, et correspond a la phase 

d'elongation et de ligation des fragments d'ADN 
neosynthetises . Avantageusement le nombre de cycles de 
l'etape (b) est compris entre 2 et 100, de preference 8 a 
30. 

30 c) On digere le produit de la reaction de 

polymerisation-ligation en chaine par 1' enzyme de 
restriction correspondant a la mutation silencieuse de 
criblage, e'est-a-dire 1' enzyme de restriction dont le site 
est perdu lorsque 1 ' oligonucleotide est integr6 dans le 
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vecteur ayant integre le fragment d'acide nucleique 
nucleique a muter. 

d) On transforme le produit de cette digestion 
dans des bacteries competentes, et on laisse les bacteries 

5 pousser sur une boite de petri contenant 1' agent de 

selection correspondant a un gene de resistance present sur 
le vecteur. 

e) On verifie par toutes les methodes connues 
de l'homme du metier, et pref erentiellement par 

10 minipreparation d'ADN plasmidique, par PCR sur colonies ou 

par sequengage, que certaines des colonies bacteriennes 
presentes sur la boites de petri de l'etape (d) , possedent 
la mutation introduite dans le fragment d'acide nucleique. 



15 Des caracteristiques supplementaires du precede 

de 1* invention et des moyens de sa mise en oeuvre sont 
donnes ci-apres. 

1) Le vecteur . 

Le vecteur utilise a l'etape (a) du precede de 

20 1' invention est avantageusement une molecule d'ADN 

circulaire, comme un plasmide, de taille comprise entre 
1000 et 10000 paires de bases, et pr6f erentiellement de 
4000 a 6000. Outre une origine de replication et un gene de 
resistance a un antibiotique, ledit vecteur contient un 

25 promoteur permettant 1' expression d'un fragment d'ADN 

lorsque celui est insert au niveau du polylinker. Le 
promoteur utilise est pref erentiellement versatile, de 
fagon a ce qu'il puisse etre actif dans un grand nombre de 
lignees ou tissus. A titre d'exemple, il peut s'agir du 

30 promoteur SRalpha. Le vecteur contient en outre un site de 

polyadenylation permettant, dans les cellules eucaryotes, 
1' expression stable d'ARNm a partir du fragment d'ADN 
insert au niveau du polylinker. 

La caract^ristique principale de ce vecteur est 

35 qu'il est substantiellement depourvu de sites de 
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restriction, c'est a dire que 50 a 100 des sites de 
restriction correspondant a des enzymes classiquement 
utilisees sont absents de ce vecteur. Lorsqu'un fragment 
d'ADN est insere au niveau du polylinker de ce vecteur, 
5 certaines parmi lesdites enzymes de restriction possedent 

un site unique au niveau de cet ensemble constitue du 
vecteur et du fragment clone. En moyenne, on retrouve un 
tel site unique toutes les~ 80 bases environ lorsque le 
nombre d' enzymes est 53 et la taille de 1' insert 1000 
10 paires de bases. 

2 ) L 1 oligonucleotide . 

La mutagenese realisee a l'etape (b) du proc^de 
de 1' invention, met en oeuvre un oligonucleotide construit 
de fagon a introduire la mutation dans le fragment d'ADN. 
15 Celui-ci possede les caracteristiques suivantes : 

- II est substantiellement compl£mentaire a un 
segment du fragment d'ADN a muter, ce segment est defini 
par la position a muter d'un cote et le plus proche site 
unique de restriction de 1 ' autre . Avantageusement , la 

20 taille de 1 ' oligonucleotide d^passe ces deux positions de 5 

a 50 bases, de preference de 5 a 20 bases et tout 
pref erentiellement de 9 bases. 

- II contient deux mutations, la premiere etant 
la position a muter, la seconde 6tant une des positions du 

25 site unique de restriction le plus proche de celle-ci, qui 

sera ainsi perdu. 

- II presente une taille comprise entre 10 et 

1000 nucleotides. 

Dans un premier exemple de mise en oeuvre, il 
30 est simple brin et sa taille est comprise entre 10 et 100 

nucleotides. II est dans ce cas pref Erentiellement obtenu 
par synthese chimique. 

Dans un second mode de mise en oeuvre, il est 
double brin, et sa taille est comprise entre 50 et 4000 
35 nucleotides, de preference 100 a 1000 nucleotide. Il aura 
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restriction, c'est a dire que 50 a 100 des sites de 
restriction correspondant a des enzymes classiquement 
utilisees sont absents de ce vecteur. Lorsqu'un fragment 
d'ADN est insere au niveau du polylinker de ce vecteur, 
5 certaines parmi lesdites enzymes de restriction possedent 

un site unique au niveau de cet ensemble constitue du 
vecteur et du fragment clone. En moyenne, on retrouve un 
tel site unique toutes les 80 bases environ lorsque le 
nombre d' enzymes est 53 et la taille de 1' insert 1000 
10 paires de bases. 

2) L ' oligonucleotide . 

La mutagenese realisee a l'etape (b) du procede 
de 1' invention, met en oeuvre un oligonucleotide construit 
de fagon a introduire la mutation dans le fragment d'ADN. 
15 Celui-ci possede les caracteristiques suivantes : 

- II est substantiellement complementaire a un 
segment du fragment d'ADN a muter, ce segment est defini 
par la position a muter d'un cote et le plus proche site 
unique de restriction de 1' autre. Avantageusement , la 

20 taille de 1 ' oligonucleotide depasse ces deux positions de 5 

a 50 bases, de preference de 5 a 20 bases et tout 
pref erentiellement de 9 bases. 

- II contient deux mutations, la premiere etant 
la position a muter, la seconde etant une des positions du 

25 site unique de restriction le plus proche de celle-ci, qui 

sera ainsi perdu. 

- II presente une taille comprise entre 10 et 

1000 nucleotides. 

Dans un premier exemple de mise en oeuvre, il 
30 est simple brin et sa taille est comprise entre 10 et 100 

nucleotides. II est dans ce cas pref Erentiellement obtenu 

par synthese chimique. 

Dans un second mode de mise en oeuvre, il est 
double brin, et sa taille est comprise entre 50 et 4000 
35 nucleotides, de preference 100 a 1000 nucleotide. Il aura 
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ete obtenu par PCR a partir de deux olignucleo t ides 
contenant pour l'un la mutation recherchee et pour 1' autre 
la mutation silencieuse de criblage, et sera aussi designe 
par la suite comme « megaprimer ». 
5 - II doit etre phosphoryle en position 5'. 

Une representation schematique d'un vecteur 
contenant le fragment d'acide nucleique k muter, et 
1 ' oligonucleotide servant a effectuer la mutation, est 
donne h la figure 2. Dans cette figure, le fragment d ' ADN , 

10 est represents par le rectangle. Les barres verticales 

presentes dans le rectangle representent les sites de 
restrictions presents une seule fois sur 1' ensemble 
constitue du vecteur et du fragment d'ADN. 
L' oligonucleotide represents au dessus du fragment d' ADN 

15 comporte deux mutations, 1 ' une d'entre elles etant la 

mutation recherchee (celle de droite) , 1 ' autre, 
silencieuse, sert k abolir un site de restriction, ce qui 
permettra le criblage des fragments d'ADN ayant integre 
1 ' oligonucleotide . 

20 

3) La reaction de polymerysation-liqation . 
Le fragment d'acide nuclSique a muter subit une 
reaction de polymerisation-ligation, effectuee au moyen 
d'une polymerase thermostable, d'une ligase thermostable et 

25 de 1 ' oligonucleotide contenant les deux mutations decrit 

ci-dessus. Cette reaction se fait en outre en presence 
d' oligonucleotides complementaires de differentes regions 
du vecteur ayant fonction de relais, d'un tampon permettant 
1' activity des deux enzymes, et de desoxy-nucleotides 

30 triphospates . Un controle nSgatif peut etre realise, 

contenant la totalite des elements a 1' exception de 
1' oligonucleotide contenant les deux mutations. 

Ce melange de polymerisation-ligation est 
soumis a une serie de cycles de temperatures. Le premier 

35 palier de temperature est realist a 94°C environ, pendant 1 
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minute environ, et a pour vocation de denaturer les 
molecules d'ADN hybridees entre elles. Le second palier 
est realise a une temperature comprise entre 40 et 72°C, de 
preference 50 a 60°C, pendant 1 minute environ, et a pour 
5 vocation de permettre 1 ' hybr idat ion des differents 

oligonucleotides sur la matrice d'ADN constitute de chacun 
des brins du vecteur contenant le fragment a muter. Le 
troisieme palier a lieu a une temperature comprise entre 65 
et 75 °C pendant 1 a 10 minutes, de preference 4, et a 

10 pour objet de permettre 1 ' amplification a partir des 

oligonucleotides, et la liaison des fragments amplifies 
lorsque l'extremite 3' de 1'un a re joint l'extremite 
phosphorylee 5' du suivant. Le nornbre de cycles a effectuer 
est compris entre un minimum de deux et un maximum de 100 

15 cycles, et est pref erentiellement voisin de 10. 

4 ) Le premier criblage des molecules 
circulaires ayant integre 1 ' oligonucleotide mute . 

Une premiere etape de criblage est tres utile 
20 car moins d'une molecule d'ADN sur 1000 est gentralement 

porteuse de la mutation recherchee a 1' issue de la reaction 
de polymerisation-ligation. Cette premiere etape de 
criblage permet de cliver la majorite des vecteurs n' ayant 
pas integre 1 ' oligonucleotide mute, de fagon a les rendre 
25 inaptes a etre transformees dans des bacteries. 

Le melange obtenu a 1' issue de la reaction de 
polymerisation-ligation en chaine est soumis a une 
digestion au moyen de 1' enzyme dont le site unique sur le 
fragment d'ADN a muter est detruit lorsque 
30 1 ' oligonucleotide contenant les deux mutations est integre 

dans la sequence. Cette enzyme de restriction, difftrente 
d'une experience de mutagen^se a une autre, sera referee 
dans la suite comme "enzyme de criblage. 

Pour ce faire, une fraction du melange de 
35 reaction, 10 \xl dans les exemples de realisation, sont 



preleves a l'issue des cycles de temperature, et soumis a 
une reaction en presence de 2 yl de 1 ' enzyme de restriction 
utilisee pour le criblage, de 2 ul de son tampon 10X, et de 
6 ul d'eau, pendant une duree d'au moins une heure. En 
5 parallele, la reaction contenant le controle negatif est 

egalement soumis a cette etape de digestion dans les memes 
conditions . 

5 ) L 1 amplification des molecules circulaires 
obtenues apr£s le premier criblage . 

Les produits obtenus a l'issue du premier 
criblage sont transformes dans des bacteries competentes, 
de fagon a ce que certaines des molecules presentes dans le 
melange soient amplifiees et recup^res en quantite 
suffisante pour pouvoir etre analysees. Les bacteries 
competentes ainsi transformees sont ensuite etalees sur une 
boite de petri contenant 1 ' antibiotique permettant de 
selectionner les bacteries ayant integre le vecteur 
contenant le fragment d'ADN mute ou non. Les boites de 
petri sont incubees a 37°C pendant une duree minimale de 12 
heures . 

Le nombre de colonies obtenues par 
transformation du melange correspondant a la reaction en 
presence de 1 ' oligonucleotide contenant les deux mutations 
est generalement 2 & 10 fois superieur a celui obtenu dans 
le controle negatif, en 1' absence dudit oligonucleotide. 

6) Le second criblage . 

Un second criblage est effectue pour but de 
30 selectionner une ou plusieurs colonies contenant le 

fragment d'ADN ef f ec tivement mut<§. Pour ce faire, une ou 
plusieurs colonies bacteriennes sont individuellement 

■3 

examinees pour leur sensibilite a 1' enzyme de restriction 
de criblage. Differentes possibilites existent. Parmi 
35 celles-ci, deux techniques sont classiquement employees. 
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15 



20 



25 
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- La PCR sur colonies , 

Cette technique repose sur 1 ' amplification d'un 
segment contenant la position a muter, en utilisant des 
oligonucleotides de sens oppose situes de part et d' autre 
5 de celle-ci. Cette reaction peut etre effectuee directement 

a partir de la colonie bacterienne, qui sera lysee lors de 
la reaction de PCR et dont l'ADN plasmidique, constitue du 
fragment ef f ectivement mute ou non, constituera la matrice. 
Les produits amplifies a partir de chacune des colonies 

10 sont ensuite soumis a une digestion par 1' enzyme de 

restriction ayant deja servi au premier criblage, et les 
colonies correspondant a des produits r^sistants a un tel 
clivage sont selectionnees comme ayant integre 
1' oligonucleotide a muter. La presence de la mutation 

15 recherchee est ensuite verifiee par sequengage. ^ 

- La minipreparation d ' ADN plasmidique et la 

digestion . 

Les colonies obtenues peuvent etre 
amplifies par culture en milieu liquide, et l'ADN 

20 plasmidique en est extrait par minipreparation classique 

d'ADN. Les preparations plasmidiques obtenues sont ensuite 
testees pour leur sensibilite <k 1' enzyme de criblage. Les 
colonies correspondant a des produits resistants a un tel 
clivage sont selectionnees comme ayant integre 

25 1' oligonucleotide a muter. La presence de la mutation 

recherchee est ensuite v6rifiee par sequengage. 

Le pourcentage de colonies bacteriennes 
contenant eff ectivement la mutation recherchee est 
generalement compris entre 5 et 50%. 

30 

L 1 invention concerne aussi un kit pour la mise 
en oeuvre du procede decrit precedemment . 

Un tel kit comprend : 

- un vecteur, clive ou non au niveau de son 
35 polylinker, subs tantiellement d^pourvu d' enzymes de 
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restriction, et contenant un promoteur permettant 
l'expression, dans les cellules eucaryotes, des fragments 
d'ADN clones au niveau de son polylinker; 

eventuellement des oligonucleotides 
5 necessaires en tant que relais pour que la reaction de 

polymerisation-ligation (PLCR) se fasse; 

- eventuellement un tampon compatible avec 
l'activite simultanee d'une polymerase thermostable et 
d'une ligase thermostable. Ce tampon est par exemple 

10 compose d'un melange a concentrations egales de tampon 

correspondant a la polymerase thermostable et de celui 
correspondant k la ligase thermostable; 

- Eventuellement une polymerase thermostable 

par exemple la Taq polymerase; 
15 - une ligase thermostable par exemple la Tth 

ligase; 

- eventuellement une quantite suffisante de 
chacun des quatre dEsoxyribo-nucleotides; 

- eventuellement, de bacteries competentes 
20 aptes a etre transf ormees . 

D'autres avantages et caracteris tiques de 
1' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 
concernant quatre formes de mise en oeuvre du precede de 

25 mutagen£se d'un fragment d'ADN insere dans le vecteur 

pBM.l. pBM.l est un vecteur substantiellement depourvu de 
sites de clivage par 53 enzymes de restriction 
classiquement commercialisees , et possedant le promoteur 
SRalpha, qui un promoteur permettant d'exprimer des 

3 0 transgenes dans de nombreux tissus et lign£es (Takebe Y et 

al, Mol. Cell. Biol., 1988, Vol. 8, pages 466 a 472). 

Exemple 1 : Cas d'une mutaqen^se simple . 
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Cet exemple concerne le cas, le plus frequent, 
oii la mutation recherchee est voisine, c'est a dire 
distante de moins de 80 bases, d'un site de restriction 
unique, c ' est-ci-dire present une seule fois sur 1' ensemble 
5 fragment et vecteur. Le fait que le vecteur ait ete 

substantiellement debarrasse de ses sites de restriction 
implique que la majorite des sites de restriction presents 
sur le fragment d'ADN insere dans le polylinker sera 
utilisable dans le cadre de cet exemple. En pratique, la 

10 distance moyenne entre deux sites uniques de restriction 

est suf f isamment faible pour que plus de 98% des 
nucleotides dudit fragment d'ADN soient distants de moins 
de 80 bases d'un de ces sites uniques. 

Dans une premier mode de realisation, le 

15 fragment d'ADN integre dans le vecteur est le gene eGPF. Un 

oligonucleotide 29mer phosphoryle en 5' correspondant aux 
positions 663 a 691 de ce gene a ete synthetise. Cet 
oligonucleotide, appele eGFPAvall , est identique a la 
sequence de la GFP a 1' exception de deux positions : en 

20 position 20, la thymidine originale a ete remplacee par une 

cytosine. Cette modification correspond a la mutation 
recherchee. En position 11, une cytosine a <§te remplacee 
par une thymidine, detruisant ainsi le site Avail present a 
cet endroit (et a nul autre ni sur le fragment d'ADN insure 

25 ni sur le vecteur pBM.l). Cette enzyme Avail sera utilisee 

dans cet exemple pour le criblage des mutants. La sequence 
de cet oligonucleotide est la suivante : 

TCACATGGTCTTGCTGGAGCTCGTGACCG , 

Les deux positions soulignees indiquent les 
30 nucleotides mutes par rapport a la sequence originale de la 

eGFP. 

Le plasmide contenant le gene de la eGFP a ete 
soumis a une reaction en chaine de polym£rase-ligase 
pendant 10 cycles de temperature organises de la fagon 
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suivante : 94°C : 1 minute. 50°C : 1 minute. 72°C : - 
minutes. 

Le melange de reaction etait constitue de la 
fagon suivante : 



5 


pBM.l - eGFP (100 ng) 


.1 ul 




Oligo eGFPAvall (2 pMoles) 


1 yl 




Taq Polymerase (5 U) 


0, 5ul 




Tth ligase (40 U) 


0,5 \xl 




Tampon 10X Taq Pol 


1,25 yal 


10 


Tampon 5X Tth Ligase 


2,5 yl 




Melange de relais 12 x 15pMoles 


2 ul 




Eau desionisee 


16,25 ul 




Total 


25 ul 



15 En parallele avec cette reaction, une reaction 

ne diff£rant que par 1' absence de 1 ' oligonucleotide 

eGFPAvall a ete men6e. 

A 1' issue des cycles de temperature, 10 yl de 
chacune des deux reactions etaient prelev^s, et soumis a la 

20 digestion pendant deux heures par 1' enzyme de restriction 

Avail, dans des conditions compatibles avec l'activite de 
cette enzyme. Le produit de digestion etait ensuite 
transform** dans des bacteries comptetentes de souche 
DHl0b§ta, et etale sur une boite de pdtri. 

25 Apres une incubation de 12 heures, le nombre de 

colonies observees 6tait d' environ 1000 sur la boite de 
petri correspondant a la reaction to tale, contre environ 
100 colonies seulement sur la boite de p£tri correspondant 
au controle negatif sans 1 ' oligonucleotide eGFPAvall. 

30 95 des 1000 colonies ont ete ensuite testees 

par la technique de PCR sur colonies en utilisant des 
olignonucleotides flanquant le gene eGFP. Les produits 
d' amplification etaient resistant au clivage par 1' enzyme 
Avail dans environ 47% des cas. Parmi les produits 

35 d' amplification resistant au clivage par 1' enzyme Avail, 
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95% possedaient la mutation recherchee, en position 20 de 
1 ' oligonucleotide . 

Exemple 2 : Utilisation d'un "megaprimer" . 

Cet exemple correspond a une situation peu 
frequente oil la mutation a effectuer n'est pas situee a 
proximite d'un site unique de restriction. II est alors 
necessaire d'utiliser deux oligonucleotides phosphoryles 
d' environ 20 bases, le premier possedant la mutation 
d'interet, et le second induisant, lorsqu ' integre , la 
resistance a 1 'enzyme de criblage. Ces deux 
oligonucleotides, complementaires de brins opposes, peuvent 
induire 1 ' amplification du fragment d'ADN dont ils sont les 
bornes. La position d'hybridation de 1 ' oligonucleotide 
contenant la mutation de criblage se situe 
pref erentiellement au niveau d'un des sites uniques du 
fragment d'ADN ins£r£, mais peut egalement se situer au 
niveau d'un site unique encore present sur le vecteur. 

Dans un premier temps, une reaction 
classique d ' amplification de 10 a 25 cycles dans des 
conditions standard est effectuee, composee de la fagon 
suivante : 



pBM.l - eGFP(lOOng) 


1 Vl 


oligo Mutation (20 pM) 


1 ul 


Oligo Criblage (20 pM) 


1 Ul 


Tampon Taq pol 10 x 


2 ul 


Taq Pol (5U) 


1 Ul 


Eau desionisee 


14 ul 


Total 


20 ul 


A 1' issue de cette amplification 


, des produits 



sont ajoutes, et le nouveau melange subit a nouveau une 
serie de 10 cycles dans les conditions de 1' exemple 1 : 

Melange precedent 20 pi 

Tth Ligase (40 U) 0,5 ul 
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Tampon Tth ligase 5 X 2,5 pi 

Melange de relais 12 x 15pMoles 2 pi 

Total 25 pi 

A 1' issue de ces 10 cycles, 10 pi du melange 
5 sont preleves et digeres par 1' enzyme de criblage dans ses 

conditions optimales pendant deux heures. La suite de cet 
exemple est similaire k l'exemple 1, car il s'agit de 
cribler les molecules ayant ef f ectivement int<§gre la 
mutation en transformant le melange de digestion 
10 enzymatique dans des competentes, et en analysant 

separ&nent les colonies obtenues en utilisant 1' enzyme de 
criblage. 
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Exemple 3 : Cas d'une mutagenese multiple . 



Dans une troisi£me mode de realisation, on 
desire effectuer plusieurs mutations simultan^es situees en 
diff^rents sites du meme fragment d'ADN insert dans le 
plasmide pBM. 1 . 

20 Dans le cas ou les sites a muter sont proches, 

on peut utiliser un oligonucleotide qui contient une 
mutation silencieuse de criblage, et plusieurs mutations 
recherchees simultanement. La demarche suivie est alors la 
m£me que dans l'exemple 1. 

25 Dans le cas ou on cherche a obtenir 

simultanement plusieurs mutations trop eloignees pour 
pouvoir etre contenues sur un seul oligonucleotide, on 
synthetise plusieurs oligonucleotides, chacun d'eux portant 
deux mutation : la premiere d'entre elles etant la mutation 

30 recherch£e, la seconde etant la mutation detruisant un site 

enzymatique unique situ£ a proximite. Alternativement , les 
oligonucleotides peuvent etre des megaprimers semblables h 
ceux decrits dans l'exemple 2. 

Le processus se deroule comme dans le cas des 

35 exemples 1 ou 2, selon que le ou les oligonucleotides de 
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courts produits simple-brin issus de synthese chimique ou, 
au contraire, des megaprimers, a deux exceptions pres : 
premierement , toutes les enzymes de criblage doivent etre 
utilisees sensiblement simultanement lors de la premiere 
etape de criblage, pour eliminer les fragments n'ayant pas 
integre 1' ensemble des mutations. Deuxi£ment, les colonies 
bacteriennes doivent etre selectionnees separement pour 
1' absence de chacun des sites de restriction concernes, et 
pour la presence de chacune des mutations projetees. 

Exemple 4 : Application du procede de 
1' invention a 1 'optimisation codonique . 

Cet exemple vise la cas ou 1 1 on souhaite faire 
un tres grand nombre de mutations sur un meme fragment 
d'ADN. Le cas le plus frequent est lorsqu'on desire faire 
une optimisation des codons en vue de 1' expression du 
fragment d'ADN dans tel ou tel systeme d' expression. Ainsi, 
pour une m§me sequence en acides amines, les codons 
permettant une bonne expression de la proteine dans un 
systeme d' expression sont-ils differents. 

Dans ce cas, il est possible d'utiliser 
simultanement une s£rie d' oligonucleotides phosphoryles et 
jointifs, comportant chacun la ou les mutations desir^es 
et/ou une ou plusieurs mutations permettant le criblage des 
fragments d'ADN ayant integre ces oligonucleotides. 

Le protocole est sensiblement semblable a celui 
decrit dans 1' exemple 1, si tant est qu'une batterie 
d'enzymes de restrictions peuvent etre utilisees 
sensiblement simultanement pour le criblage, et que les 
fragments d'ADN mutes retenus a la fin du processus devront 
etre integralement sequences pour verifier que la totalite 
des mutations ont bien ete introduites. 



REVINDICATIONS 

1) Procede de mutagenese d'un fragment d'acide 
nucleique caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) le clonage dudit fragment dans un vecteur, 
substantiellement depourvu de sites de clivage par les 
enzymes de restriction, 

b) une reaction de polymerisation-ligation 
circulaire du vecteur obtenu a l'etape (a) en presence d'un 
ou plusieurs oligonucleotides substantiellement homologues 
a une region du fragment d'acide nucleique a muter, et 
permettant d'introduire les mutations suivantes au niveau 
du fragment d'acide nucleique a muter : 

(i) la ou les mutations recherchees, et 

(ii) au moins une mutation de criblage 
induisant la resistance du vecteur contenant le fragment 
d'acide nucleique mute a une ou plusieurs enzymes de 
restriction pour son criblage. 

2) Procede selon la revendicat ion 1, 
caracterise en ce que a l'etape (b) on utilise un ou 
plusieurs oligonucleotides portant chacun les mutations 
suivantes : 

- au moins une mutation recherchee, 

- une mutation de criblage. 

3) Procede selon la revendicat ion 2, 
caracterise en ce que k l'etape (b) on utilise plusieurs 
oligonucleotides jointifs. 

4) Procede selon la revendicat ion 1, 
caracterise en ce que h l'etape (b) on utilise deux 
oligonucleotides 1 ' un portant la ou les mutations 
recherchees et 1' autre la ou les mutations de criblage. 
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5) Procede selon la revendicat ion 4, 
caracterise en ce que a l'etape (b) on utilise deux 
oligonucleotides complementaires de brins opposes du 
vecteur . 

5 

6) Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 k 5, caracterisee en ce que la mutation de 
criblage est une mutation qui detruit un site de 
restriction unique present sur le fragment d'ADN a muter et 

10 qui se situe a proximite du site de la mutation recherchee. 

7) Procede de mutagen£se d'un fragment d'acide 
nucleique caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
.suivantes : 

a) ,le clonage dudit fragment dans un vecteur, 
substantiellement depourvu de sites de clivage par les 

enzymes de restriction, 

b) une reaction de polymer isation-ligation 
circulaire du vecteur obtenu a l'etape (a) en presence d'un 
oligonucleotide substantiellement homologue a une region du 
fragment d'acide nucleique a muter, et permettant 
d'introduire les mutations suivantes au niveau du fragment 
d'acide nucleique a muter : 

(i) une premiere mutation qui est la mutation 

recherchee, 

(ii) une seconde mutation silencieuse de 
criblage qui detruit un site de restriction unique present 
sur le fragment d'acide nucleique a muter et qui se situe a 
proximite du site de la premiere mutation, utile pour 
cribler les vecteurs ayant integre ledit oligonucleotide et 
done le fragment d'acide nucleique mute. 

8) Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications pr^cedentes, caracterise en ce qu'il 

35 comprend apres les etapes (a) et (b) , les etapes suivants : 
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20 



25 



30 



23 

c) la digestion du produit de la reaction de 
polymerisation-ligation en chaine par une ou plusieurs 
enzyme de restriction correspondant a chaque mutation 
silencieuse de criblage, 
5 d) La transformation des produits de la 

digestion de l'etape (c) dans des bacteries competentes, et 
le criblage desdites bacteries avec 1 ' agent de selection 
correspondant a un gene de resistance present sur le 
vecteur. 

10 e) La verification par toutes m£thodes connues 

de l'homme du metier que des bacteries possedent la 
mutation introduite dans le fragment d'acide nucleique. De 
preference, cette verification est effectuee par 
minipreparation d'ADN plasmidique, par PCR sur colonies ou 

15 par sequengage. 

9} Procede selon la revendica t ion 8, 
caracteris£ en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) On melange : 

20 - un vecteur substantiellement depourvu de 

sites d' enzymes de restriction contenant le fragment d'ADN 
a muter, 

un oligonucleotide phosphoryle a son 
extremity 5' substantiellement homologue k une region du 

25 fragment a muter, et comprenant deux mutations, une 

premiere mutation correspondant a la mutation recherchee, 
et une seconde mutation silencieuse de criblage detruisant 
un site de restriction unique present sur le fragment d'ADN 
a muter a proximite du site de la premiere mutation, utile 

30 pour cribler les vecteurs ayant integr6 ledit 

oligonucleotide et done le fragment d'acide nucleique mut6. 

- une polymerase thermostable, 

- une ligase thermostable 

un tampon permettant l'activite de la 
35 polymerase et de la ligase thermostables , 
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- les quatre desoxy-nucleotides triphosphates. 

un ou plusieurs oligonucleotides 
complementaires du vecteur et servant de relais pour une 
reaction d' amplif ication-ligation 
5 b) on effectue une reaction de polymerisation 

en chaine a l'aide d'un thermocycleur , dont les cycles sont 
constitues de trois paliers de temperatures : 

- la temperature du premier palier est comprise 
entre 90 et 98 °C, et correspond a l'etape de denaturation 

10 de 1 ' ADN , 

- la temperature du second palier est comprise 
entre 40 et 72 °C, de preference 50 a 60 °C, et correspond 
a l'etape de liaison des oligonucleotides sur la matrice 
d' ADN que constitue le vecteur. 

15 - la temperature de la troisieme etape est 

comprise entre 65 et 75°C, et correspond a la phase 
d'elongation et de ligation des fragments d ' ADN 
n^osynthetises , Avantageusement le nombre de cycles de 
l'etape (b) est compris entre 2 et 100, de preference 8 a 

20 30. 

c) On dig£re le produit de la reaction de 
polymerisation-ligation en chaine par 1' enzyme de 
restriction correspondant a la mutation silencieuse de 
criblage, c'est-a-dire 1' enzyme de restriction dont le site 

25 est perdu lorsque 1 ' oligonucleotide est integre dans le 

vecteur ayant integre le fragment d'acide nucleique 
nucl£ique a muter. 

d) On transforme le produit de cette digestion 
dans des bacteries competentes, et on laisse les bacteries 

30 pousser sur une boite de petri contenant 1' agent de 

selection correspondant a un gene de resistance present sur 
le vecteur. 

e) On verifie par toutes les methodes connues 
de l'homme du metier, et pref £rent iel lement par 

35 minipreparation d 'ADN plasmidique, par PCR sur colonies ou 
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par sequengage, que certaines des colonies - bact£riennes 
presentes sur la boites de petri de l'etape (d) , possedent 
la mutation introduite dans le fragment d'acide nucleique. 

5 10) Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que la 
reaction de polym£risation-ligation de l'etape (b) est 

effectuee au moyen : 

- d'une polymerase thermostable, 
10 - d'une ligase thermostable, 

- d'un ou plusieurs oligonucleotides permettant 
d'introduire au niveau du fragment d'acide nucleique a 
muter la ou les mutations recherchees et au moins une 
mutation de criblage induisant la resistance du vecteur 

15 contenant le fragment d'acide nucleique mute a une ou 

plusieurs enzymes de restriction pour son criblage, 

d ' oligonucleotides complementaires de 
differentes regions du vecteur ayant fonction de relais, 

- d'un tampon permettant l'activite des deux 

20 enzymes, 

- de desoxy-nucleotides triphospates . 

11) Procede selon la revendicat ion 10, 
caracterise en ce que la reaction de polym^risation- 
25 ligation de l'etape (b) comprend la serie de cycles de 

temperatures suivants : 

- le premier palier de temperature est realise 
a 94 °C environ, pendant 1 minute environ, 

le second palier est realise a une 
30 temperature comprise entre 40 et 72°C, de preference 50 a 

60°C, pendant 1 minute environ, 

- le troisi£me palier a lieu a une temperature 
comprise entre 65 et 75 °C pendant 1 a 10 minutes, de 
preference 4 minutes, 



et le nombre de cycles a effectuer est compris 
entre un minimum de deux et un maximum de 100 cycles, et 
est pref erentiellement voisin de 10, 

12) Un vecteur pour etre utilise a I'etape (a) 
d'un procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
11, caracterise en ce qu'il est constitue d'une molecule 
d'ADN circulaire, comme un plasmide, de taille comprise 
entre 1000 et 10000 paires de bases, et pref erentiellement 
de 4000 a 6000, substantiellement depourvue de sites de 
restriction, et comprenant : 

- une origine de replication, 

- un gene de resistance a un antibiotique, 

- un promoteur permettant 1' expression d'un 
fragment d'ADN lorsque celui est insert au niveau du 
polyl inker . 

13) Un vecteur selon la revendicat ion 12, 
caracterise en ce qu'il ne comprend pas les 50 a 100 sites 
de restriction correspondant aux enzymes classiquement 
utilisees . 

14) Un oligonucleotide pour etre utilise a 
I'etape (b) d'un procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterise en ce qu'il presente 
les caracteristiques suivantes 

- II est substantiellement complementaire d'un 
segment du fragment d'ADN a muter, ce segment etant defini 
par la position a muter d'un cote et le plus proche site 
unique de restriction de 1 'autre, la taille dudit 
oligonucleotide depasse ces deux positions de 5 a 50 bases, 
de preference de 5 a 20 bases et tout pref erentiellement de 
9 bases. 

- II contient deux mutations, la premiere etant 
la position a muter, la seconde etant une des positions du 
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site unique de restriction le plus proche de celle-ci, qui 

sera ainsi perdu. 

- II presente une taille comprise entre 10 et 

1000 nucleotides. 

- II doit etre phosphoryle en position 5'. 

15) Un oligonucleotide selon la revendication 
14, caract£rise en ce qu'il est simple brin et sa taille 
est comprise entre 10 et 100 nucleotides. 

16) Un oligonucleotide selon la revendication 
14, caracterise en ce qu'il est double brin, et sa taille 
est comprise entre 50 et 4000 nucleotides, de preference 
100 a 1000 nucleotides. 

17) Un kit pour la mise en oeuvre d'un procede 
selon l'une quelconque des revendicat ions 1 a 11, 
caracterise en ce qau'il comprend 

- un vecteur, cliv£ ou non au niveau de son 
polylinker, subs tant iellement depourvu d' enzymes de 
restriction, et contenant un promoteur permettant 
1 'expression, dans les cellules eucaryotes, des fragments 
d'ADN clones au niveau de son polylinker; 

£ventuel 1 ement des oligonucleotides 
n6cessaires en tant que relais pour que la reaction de 
polymerisation-ligation se fasse; 

- eventuellement un tampon compatible avec 
l'activite simultanee d'une polymerase thermostable et 
d'une ligase thermostable. Ce tampon est par exemple 
compose d'un melange k concentrations egales de tampon 
correspondant a la polymerase thermostable et de celui 
correspondant a la ligase thermostable; 

- eventuellement une polymerase thermostable 

par exemple la Taq polymerase; 
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- une ligase thermostable par exemple la Tth 

ligase; 

- eventuellement une quantite suffisante de 
chacun des quatre desoxyribo-nucleotides; 

- eventuellement, de bacteries competentes 
aptes & etre transformees . 
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Fig.l 




Reaction de Polymerisation 
ligation en chalne. 




Transformation, 
^|p^ e^alement sur boite de p^tri. 




Exam en individuel 
des colonies bacteYiennes. 



Identification finale 
d'une colonie contenant 
la mutation recherche^. 
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